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"Anticorpo policlonale anti-UBE4A/Ufd2b e relativo impiego come 
marcatore diagnostico e prognostico delle alterazioni della regione llq23 " 
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La presente invenzione ha per oggetto un anticorpo policlonale anti- 
UBE4A/Ufd2b. Inoltre, la presente invenzione si riferisce all'impiego di detto 
anticorpo come marcatore diagnostico e prognostico delle alterazioni della 
regione 11 q23. 

Sono noti la natura e la funzione degli anticorpi. 

In generale gli anticorpi, detti anche immunoglobulme (Ig), sono proteine 
prodotte dai Vertebrati in risposta alia presenza nel corpo di un antigene owero 



2 
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di molecole estranee, organismi o altri agenti. Gli anticorpi" sono prodotti 
prevalentemente. dalle plasmacellule (differenziamento terminale dei linfociti-B) 
e circolano nei vasi sanguigni e linfatici dove incontrano e si legano agli 
antigeni. 

Un antigene e quindi una sostanza che, se introdotta in un organismo, e capace 
di indurre una risposta immunitaria ed e in grado di combinarsi con anticorpi e 
recettori cellulari. - - 

Le caratteristiche di un antigene sono due: la immuno genicita, cioe la proprieta 
di indurre una risposta immunitaria umorale (gli anticorpi) o cellulare e 
rantigemcita, cioe la capacita di reagire in modo selettivo con anticorpi 
specifici.La porzione dell'antigene che rappresenta il sito di legame con 
Panticorpo e chiamato epitopo.Gli anticorpi hanno la capacita di combinarsi 
chimicamente, in modo altamente specifico, con la molecola dell' antigene che 
ne ha indotto la produzione (epitopo), performare un complesso antigene- 
anticorpo che comporta l'inattivazione dell'antigene stesso o la rimozione 
attraverso la fagocitosi dei macrofagi. 

Da un punto di vista biologico la risposta anticorpale rappresenta uno dei 
meccanismi principali che im organismo ha a disposizione per difendersi 
dalPazione di molecole estranee e organismi patogeni. 

E' noto anche' che, nella ricerca e la diagnostica biomediche come nella pratica 
clinica, gli anticorpi possano essere prodotti con varie metodiche e utilizzati 
come reagenti capaci di legare uno specifico antigene. Essi trovano 
comunemente utilizzo, ad esempio, per determinare la precisa localizzazione 
sub-cellulare di un antigene o isolaxlo da un complesso di molecole, verificare 
con quali altre macromolecole interagisca, determiname Tesatta concentrazione 
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o porre diagnosi specifica di una neoplasia. Proprio a scopo diagnostico, infatti, i 
piu comuni metodi basati su reazioni chimico'-enzimatiche, sono ora soppiantati 
dall'uso di anticorpi che permettono di visualizzare su sezioni di tessuto poste su 
un vetrino la presenza a livello qualitativo e quantitative* di un detennioato 
antigene attraverso una tecnica nota chiamata iinmunoistochimica. Cio' 
permette di poter ottenere rapidamente informazioni che rispecchiano 
fedelmente le alterazioni discariocinetiche (a carico dei cremosomi) e del DNA 
specifiche della neoplasia, owero le alterazioni che la cellula tumorale ha subito 
a livello cromosomico e che hanno come epifenomeno la variazione 
nell'espressione di alcuni antigeni. Alcune regioni cromosomiche sono piu 
frequentemente soggette a traslocazioni, delezioni, amplificazioni etc. Sono 
note, ad esempio, le alterazioni della regione 1 lq23 che sono specifiche per certi 
tipi di tumore ad alta Incidenza come il Neuroblastoma, la Leucemia Acuta 
Linfoide e la Leucemia Acuta Mieloide. Inoltre raffinamento delle tecniche 
permettera di identificare altri tumori con alterazioni di questa regione. Sebbene 
di alcune neoplasie sia possibile ottenere la diagnosi con il solo esame istologico 
(owero Panalisi al microscopio ottico del tessuto), la possibility di ottenere 
informazioni aggiuntive sulle alterazioni molecolari (DNA) di un tumore 
presenta un vantaggio irrinunciabile: poter stratificare il gruppo di pazienti 
affetti da una stessa neoplasia in sottogruppi prognosi different e quindi 
indirizzarli verso protocolli terapeutici piu adeguati. Inoltre risultati 
incoraggianti mostrano come la stessa alterazione molecolare pud spesso 
rappresentare il target di una terapia mirata, permettendo in un futuro prossimo 
una rivoluzione radicale nella terapia farmacologia del cancro. 
Quindi, sarebbe auspicabile poter disporre di uno specifico anticorpo in grado di 
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poter reagire selettivamente con uno specifico antigene per diagnosticare 
alterazioni molecolari che, ad esempio, nei tumori che inter essano la regione 
1 lq23 ci permettano di comprendere la biologia del tumore, definire la prognosi 
e darci indicazioni terapeutiche. 

Nella pratica biomedica il target piu frequente della produzione di anticorpi 
'. degli antigeni prodotti sono le proteine che rappresentano il substrato strutturale 
e fanzionale di tutti i processi biologici. - - 

Una proteina e rappresentata, nella sua struttura primaria, da una sequenza di 
amminoacidi.' Gli amminoacidi vengono assemblati in un ordine specifico, 
codificato dal gene corrispondente presente nel DNA della cellula. 
La complessita delle strutture e dei processi biologici che devono essere svolte 
dalla cellula richiedono un numero incredibilmente alto di proteine diverse. In 
uno stesso organismo tutte le cellule somatiche contengono le stesse 
informazioni a livello del DNA e sono quindi in teoria in grado di assemblare 
tutte le proteine. Tuttavia, queste stesse cellule esprimono in maniera 
differenziale le varie proteine, attraverso complessi sistemi di regolazione, a : 
seconda del tessuto di cui fanno parte e della ftmzione specifica che svolgQ^O^ 
(ad es. un neurone e una cellula muscolare). In primo luogo rimane. quind^lSt 
necessita di avere uno strumento per caratterizzare i pattern di espression©/^^ 
tessuto-specifici delle varie proteine. Per confronto alterazioni di questi pattern 
di espressione potranno essere rinvenuti in tessuti patologici. Identificare 
selettivamente una proteina significa poterne indagare le interazioni con altre 
proteine o macromolecole. La comprensione di queste interazioni e un passaggio 
essenziale per comprendere la biologia della cellula e la complessita delle sue 
funzioni. Una cellula deve infatti rispondere. in modo dinamico alle 
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modificazioni del microambiente modulando i livelli di espressione delle singole 
proteine e degradandole quando la loro funzione noil e piu necessaria. Si pensi 
ad esempio ai fattori di controllo del ciclo cellulare, alle proteine responsabili 
della sintesi proteica stessa, ai sistemi di ripaxo del DNA e al sistema delle 
Chaperonine e delle Heat Shock Protein che guidano le proteine nel riacquisire 
la loro struttura originaria in seguito ad eventi stressogeni. Particolare interesse 
desta a questo riguardo lo studio del pathway -dell'ubiquitinazione. 
L'ubiquitinazione e tin processo cellulare fondamentale noto che consiste nel 
legare una proteina chiamata ubiquitina ad una proteina che dev'essere 
degradata. L'ubiquitina rappreseixta il segnale di degradazione per il proteosoma 
26S (proteasi ATP~dipendente) il quale e responsabile della degradazione di 
proteine i cui livelli sono regolati hi risposta a modificazioni nell'ambiente 
cellulare. Questo meccanismo garantisce un turn-over delle proteine essenziale 
per la sopravvivenza della cellula e media la degradazione di proteine 
responsabili di attivita come la progressione al* ciclo cellulare, la risposta alio 
stress, la processazione degli antigeni, il signaling cellulare, la riparazione del 
DNA, la morte programmata. Non stupisce che alterazioni di questo pathway 
siano state a vario titolo implicate in malattie neurodegenerative (come 
P Alzheimer e il Parkinson), d'accumulo e in eventi neoplastici in cui la cellula 
acquista una crescita autonoma perdendo il controllo sul ciclo cellulare e senza 
poter innescare il meccanismo della morte programmata. 

/Pertanto, rimane la necessita di poter disporre di uno specifico anticorpo, 
selettivo per uno specifico antigene, in grado di diagnosticare le alterazioni 
molecolari che interessano la regione cromosomica llq23 permettendo di 
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comprendere la biologia del tumore, definire la prognosi e dare indicazioni 
terapeutiche. 

Un priuio scopo della presente invenzione e quello di mettere a disposizione un 
anticorpo in grado di evidenziare la presenza a livello qualitative) e quantitative) 
di un determinate) antigene attraverso la tecnica immunoistochimica. 
Un altro scopo della presente invenzione e quello di fomire un metodo 
diagnostico e prognostico per determinare le alterazioni che la cellula tumorale 
ha subito a livello cromosomico nella regione 1 lq23. 

Ulteriore scopo della presente invenzione e quello di mettere a disposizione un 
anticorpo in grado di reagire selettivamente con uno specifico antigene per 
diagnosticare le alterazioni molecolari nei tumori clie coinvolgono la regione 
llq23 come nel caso del Neuroblastoma, Leucemia Acuta Linfoide e Leucemia 
Acuta Mieloide. 

Un altro scopo ancora e quello di fornire un anticorpo policlonale in grado di 
riconoscere selettivamente una proteina coinvolta nel pathway 
delPubiquitinazione. 

Forma oggetto della presente invenzione un anticorpo avente le caratteristiche 
come riportato nella unita rivendicazione principale. „ 

Forma un altro oggetto della presente invenzione Timpego di detto anticorpo nel 
campo della ricerca, della diagnostica e in medicina secondo le indicazioni 
riportate nelle unite rivendicazi'oni principali. 

Forma un ulteriore oggetto della presente invenzione un kit diagnostico e 
prognostico come marcatore di alterazioni molecolari tumorali aventi le 
caratteristiche come riportato nella unita rivendicazione. 
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La Richiedente ha condotto studi di ricerca diretti a sviluppare e produrre un 
anticorpo specifico per l'antigene costituito dalla proteina umana e murina 
UBE4A/Ufd2b. 

La Richiedente ha focalizzato i suoi studi sulla proteina umana e murina 
UBE4A in quanto la regione del genoma dove UBE4A e situata (cromosoma 
1 1 q23) risulta essere deleta in alcune forme tumorali. 
UBE4A e una proteina che partecipa al processo di Ubiquitinazione. 
In particolare UBE4A/Ufd2b e una "E3 ligasi". Le E3 ligasi fanno parte di una 
numerosa famiglia di proteine che, nelPambito del processo di ubiquitinazione, 
e responsabile della selezione specifica della proteina da degradare. E noto che 
alterazioni di una di queste proteine risultino nell'accumulo o nella eccessiva 
funzione di proteine che dovrebbero essere degradate, con conseguente danno 
cellulare, d'organo o sistemico. Inoltre UBE4A/Ufd2b puo agire anche come 
fattore di poliubiquitinazione owero allunga la catena di ubiquitine legate alia 
proteina da degradare aumentando l'efficieixza della degradazione. II dominio 
funzionale della proteina UBE4A/Ufd2b e cliiamato U-box ed e rappresentato 
da una porzione di circa 64 aa localizzato nella parte C-terminale della proteina. 
Questo dominio e altamente conservato. neU'evoluzione e, in altri organismi, 
sono state dimostrate interazioni con proteine coinvolte nella progressione del 
ciclo cellulare e nelPassemblaggio sia a livello dell'mRNA sia nel folding delle 
proteine. 

La. Richiedente per produrre Tanticorpo specifico per Tantigene costituito dalla 
proteina UBE4A/Ufd2b ha impiegato la tecnica nota dell'immunizzazione. In 
pratica, Timmunizzazione e una tecnica nota per la produzione di un anticorpo 
in grado di legare una specifica proteina. 

8 
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L'immunizzazione consiste nell'inmiunogenizzare un coniglio o altro animale 
con uno specifico epitopo caratteristico della proteina target. Different! cloni di 
plasmacellule produrranno anticorpi capaci di riconoscere P epitopo selezionato. 
Questi anticorpi saranno presenti in grande numero nel siero delP animale che 
5 * quindi rappresenta una buona fonte di anticorpi policlonali. 

L' epitopo e rappresentato da una porzione della proteina, quindi da una 
sequenza di amminoacidi avente una lunghezza compresa da (10 a 25 
aniniinoacidi (aa)): 

La Richiedente ha analizzato la sequenza amminoacidica 'della proteina 
10 UBE4A/Ufd2b umana (Homo Sapiens) e ha confrontato detta sequenza con 

quella del topo (mus musculus). L'utilizzo di un algoritmo sviluppato^|^yg 
Kolaskar A.S. e Tongaonkar P.C. (1990) disponibile attraverso il pro^gm^a 
Antigenic Peptide Prediction (www.mifoundation.org) ha perme^pt di 




individuare i siti antigenici delle due sequenze. ^<$k/;y 5 ^~~\^/ 



15 La Richiedente ha quindi individuate le sequenze contenenti un sito antigenico 
condivise tra uomo e topo e ha rivolto la sua attenzione alle sequenze N- 
terminali. La scelta della sequenza di un sito antigenico deve preferibilmente 
cadere sulle regioni N-terminali e C-terminali (a livello della sequenza significa 
rispettivamente primo ed ultimo aa). Queste regioni sono solitamente accessibili 

20 ai solventi e non sono strutturate anche nella forma nativa (non denaturata). 
Inoltre anticorpi diretti contro queste porzioni riconoscono anche le proteine 
native. I siti antigenici C-terminali sono stati esclusi per tre considerazioni 
fondamentale: (a) perche coinvolgono la regione delPunico dominio funzionale 

• ' . della proteina (U-box) e come tali sono soggetti ad una maggiore conservazione 

25 a livello evoluzionistico in altre specie e in altre proteine che, coritenendo il 
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dominio U-box, siano diverse dalla proteina UBE4A/Ufd2b; (b) perche i siti 
antigenici C-1£rminali interessanti PU-box sono siti di legame con il substrato e 
quindi Panticorpo il legame con Panticorpo non permetterebbe il legame del 
substrato specifico della proteina, rendendo impossibile studi volti a identificare 
gli interattori di UBE4A; (c ) perche trovandosi in un dominio, o in prossimita di 
esso, sono pin soggette ad assumere modificazioni strutturali proprie della 
proteina clie vanno sotto il nome di strutture secondarie e-terziarie modificando 
P accessibility dell'epitopo alPanticorpo. 

La considerazione espressa al punto (c ) e la causa anche delPesclusione delle 
regioni central! della sequenza. Lxfatti, nel tentativo di identificare proteine in un 
estratto proteico da tessuto (western blot) e tecnicamente possibile linearizzare, 
denaturandola, la sequenza amminoacidica della proteina. Questa operazione 
non e possibile su sezioni di tessuto (immunoistochimica) dove le proteine 
mantengono la loro strattura nativa o, alternativamente, dove si voglia studiare 
Tinterazione con altre proteine (immunoprecipitazione). Si da il caso 5 infatti di 
anticorpi 5 pur commercializzati, ma non funzionanti su tessuti 5 comportando uno 
svantaggio notevole a livello di applicazioni tecniche. Inoltre la sequenza deve 
essere specifica di. questa proteina, owero non presente nelle sequenze altre 
proteine umane e murine. 

Vantaggiosamente, la Ricliiedente ha selezionato tra un gruppo di sequenze 
interessanti una sequenza amminoacidica minima scelta nella regione N- 
terminale secondo i criteri fin qui illustrati. La scelta della sequenza minina 
garantisce la massima specificita ed efficienza delPanticorpo per Pantigene e 3 al 
contempo, la presenza minima di cross-reazioni owero il binding non specifico 
delPanticorpo con proteine diverse da UBE4A/Ufd2b. 
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Una sequenza amminoacidica, oggetto della presente invenzione, e selezionata 

ed identificata come segue: 

Ile-Ser-Ser-Asn-Pro-Phe-Ala-Ala-Leu-Pte 

(IS SNPF AALFGSL AD AKQ) . Detta sequenza anmainoacidica minima, oggetto 
dell'invenzione, corrispondente agli amminoacidi 10-27 della sequenza della 
proteina UBE4 A sia umana che murina. 

Chiaramente, la portata della presente invenzione non pua essere considerata 
limitata solo, alia sequenza sopra riportata ma, bensi, dovra essere considerata 
estensa anche a sequenze da essa derivabili. 

La sequenza aminoacidica (o peptide) e stata sintetizzata in vitro utilizzando 
metodologie e tecniche note agli esperti del settore.. 

La sequenza amminoacidica sopra riportata rappresenta Tepitopo della proteina 
UBE4A/Ufd2b (antigene), per la quale il coniglio ha prodotto 1' anticorpo. 
E noto che le molecole piccole come i peptidi, sebbene siano capaci di interagire 
con i prodotti di una risposta immune, (come gli anticorpi), possono non essere 
in grado di stimolaila. In genere, per renderli completamente immundgeni 
vengono coniugati con una proteina carrier. 

Nel presente caso, e stata utilizzata l'albumina di siero bovina (BSA) ? 
comunemente utilizzata per la sua stabilita e solubilita nel plasma e per la 
capacita di impartire immunogenicita del peptide coniugato. 
Per la coniugazione del peptide con la BSA e stato utilizzato il kit commerciale 
"Imject® Immunogen EDC Conjugation kit" della PIERCE (Rockford, IL ? US) 
secondo le istruzioni del produttore. 

Ottenuta una soluzione contenente il coniugato peptide-proteina carrier ne 
abbiamo iniettato 150 \xl tramite iniezioni sottocutanee sul dorso del coniglio. 
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Al 7° giorno dalla prima somministrazione Poperazione e stata ripetuta nello 
stesso animale per sostenere e aumentare la specificita della risposta immune. 
L'operazione e stata poi ripetuta ogni 7 giorni per un totale di 6 volte. 
La risposta immune e stata monitorizzata a partire dal terzo ciclo di 
immunizzazione attraverso la tecnica nota delPELISA capace di misurare la 
risposta anticorpale sul siero del coniglio. II siero del coniglio e stato ottenuto 
tramite il prelievo di 5ml di sangue dalla vena auricolare dell 5 animale. Come 
"bianco" per il test ELISA e stato utilizzato il siero del coniglio prelevato 
antecedentemente alia prima immunizzazione (siero preimmune). 
L'anticorpo policlonale individuate dopo i sei cicli di immunizzazione ha 
consentito di poter studiare i profili di espressione della proteina UBE4A su una 
serie di tessuti sia umani che murini. 

Lo studio delP espressione su lisati contenenti estratti proteici da tessuti umani e 
murini ci ha permesso analizzare P espressione della proteina sia qualitivamente 
che quantitivamente. Tramite la tecnica nota del Western Blotting Panticorpo 
policlonale e infatti' capace di riconoscere la proteina UBE4A/Ufd2b come una 
unica banda di circa 125kDa (figura 1) e 130kDa rispettivamente nelPuomo e 
nel topo. Questo dato indica da un lato che Panticorpo non mostra cross-reazioni 
con altre proteine ed e quindi altamente specifico e dalPaltro che la proteina non 
presenta isoforme d modificazioni post-trascrizionali evidenti poiche il peso 
molecolare corrisponde appro ssimativamente a quello ottenuto dalla somma del 
peso molecolare dei singoli amminoacidi. 

Successivamente, la Richiedente ha testato Pefficienza delPanticoipo su sezioni 
di tessuto umano attraverso la tecnica nota chiamata iimnunoistochimica. 
L'immunoistochimica determina la presenza di un antigene in tessuti sani o 
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patologici. Molti anticorpi "lavorano" molto bene con altri metodi ma possono 
essere totalmente inefficaci sutessuto. 

Ad esempio nel caso del cervello e stata utilizzata una sezione di 5 jam tessuto in 
paraffina poi montata su vetrino a caxica positiva. Successivamente la sezione e 
stata deparaffinizzata e trattata con xylene e alcol. Poi le sezioni sono state 
trattate con 1' anticorpo policlonale anti~UBE4A 3 oggetto dell'invenzione, 
(anticorpo primario) con una diluizione di 1 :2000 per -4 - ora a temperatura 
ambieiite. Successivamente sono stati eseguiti dei lavaggi per eliminate 
l'eccesso di anticorpo e le sezioni vengono incubate con siero anti-IgG del 
coniglio biotinilato (anticorpo secondario) e poi con per ossidasi legata a 
streptavidina. La colorazione e stata completata incubando le sezioni con una 
soluzione di cromogeno. A questo punto dopo aver eseguito un lavaggio e stattf ■ ^ 
utilizzato il colorante ematossilina per dare contrasto alle strutture cellulari. La 
sezione e stata quindi coperta con un coprivetrino e analizzata al microscapid, 
ottico (figura 2). 

L'immunoistochimica di sezioni di cervello ha permesso di localizzarlo nel 
nucleo e nel citoplasma dei neuroni corticali e degli oligodendrociti dove 
Tubiqutinazione gioca un ruolo fondamentale riella regolazione degli switch 
differenziativi. 

Al contrario rimxinoistochimica condotta su sezioni in paraffina di tubulo renale 
ha evidenziato 'una espressione prettamente citoplasmatica. 
Lo staining su sezioni di fegato ha mostrato un pattern diffusamente 
citoplasmatico e una particolare espressione nucleare: infatti gli epatociti sono 
risultati su una stessa sezione positivi, debolmente positivi o negativi 
all^ixuiiunoistochiniica^suggerendo che UBE4A/Ufd2b abbia un espressione 
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dipendente dal ciclo cellulare o giochi un ruolo nel controllo del ciclo cellulate 
stesso. Inoltre la presenza di staining citoplasmatico in neuroni ed epatociti 
indica che UBE4A/Ufd2b contribuisce alia degradazione di specific! substrati 
integrali alia funzione epatiche e neuronale (figura 2). 

UBE4A/Ufd2b e inoltre uno dei pochi geni che mappano nei 2-5 cM della 
regione 1 Iq che risulta frequentemente deleta in casi di Neuroblastoma senza 
amplificazione di N-Myc e con prognosi infausta. 

Krona et al.; hanno di recente riportato che l'omologo umano di UBE4A, che e 
UBE4B che mappa sul cromosoma lp36 risulta deleto in tutti i casi della loro 
casistica di NBL di stadio 3 e mutato in un caso di NBL. 

Inoltre riaxrangiamenti della regione llq23 sono presenti in molti casi di 
Leucemia acuta Linfoide e Leucemia Acuta Mieloide. Sebbene in queste 
leucemie le traslocazioni a carico del cromosoma 1 1 interessino principalmente 
il gene MLL che mappa vicino a UBE4A/Ufd2b ? in letteratura sono descritti 
casi in la traslocazione 1 lq23 coinvolge altri geni non identificati ma diversi da 
MLL. 

L'anticorpo della presente invenzione ha inoltre permesso di evidenziare una 
disregolazione dell'espressione di UBE4A/Ufd2b in un set di tessuti umani 
neoplastici tramite immunoistochimica. UBE4A/Ufd2b e up-regolato a livello 
della reazione desmoplastica, owero la reazione produttiva alia neoplasia che si 
estrinseca con la genesi di uno stroma per la neoplasia epiteliale. 
La figura 1 mostra l'espressione di UBE4A/Ufd2b attraverso Western Blotting. 
L'analisi su estratti di proteine da tessuti -umani mostra la proteina UBE4A/ 
Ufd2b identificata dalPanticorpo policlonale anti-UBE4A come una singola 
banda di circa 125 kDa. UBE4A/Ufd2b e espressa ad alti livelli nel muscolo 
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scheletrico, rene e fegato e debolmente nei leucociti da sangue periferico e nella 
milza. 

La figura mostra uno studio dell 5 espressione tramite immunoistochimica della 
proteina UBE4AAJfd2b umana nel cervello (A, B), cuore (C ? D)> rene (E, F), 
fegato (G, H) e polmone (I, J). Le sezioni di tessuto umano sono state colorate a 
sinistra con ematossilina-eosina (A, C ? E, G and I) e a destra con l'anticorpo 
policlonale per la proteina UBE4A/Ufd2b (B 5 D, F ? H ? and J). La specificita 
della reazione immimoistochimica e stata validata tramite il confronto con 
sezioni colorate con il siero preimmnne del coniglio alia stessa diluizione 
delFanticorpo primario (dati non mostrati). La positivita. della colorazione con 
Tanticorpo policlonale anti-UBE4A nel nucleo e indicata dalle frecce "triangolo 
vuoto", nel citoplasma dalle frecce "triangolo pieno scuro". Come mostrato, 
UBE4A/Ufd2b e espresso soprattutto nel nucleo e nel citoplasma di neuroni 
corticali (B; n) e oligodendrociti (B; o) e nel nucleo di cellule del tubulo renale 
(F). Nel fegato UBE4A/Ufd2b ha mostrato una espressione nucleare e una 
debole espressione citoplasmatica (H) nella maggiorparte degli epatocitL 
L' espressione di UBE4A/Ufd2b non e stata rilevata a livello del cuore e del 
polmone (D and J). 
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RIVENDICAZIONI 

. 1. Anticorpo policlonale anti-UBE4A/Ufd2b. 

2. Anticorpo secondo la rivendicazione 1 5 caratterizzato dal fatto di essere 
selettivo per l'antigene proteina UBE4A umana e murina nella porzione relativa 
alia sequenza delP epitope in posizione 10-27. 

3. Anticorpo secondo la rivendicazione 2, caratterizzato dal fatto che detta 
sequenza, corrispondente agli amminoacidi 10-27 nella sequenza della proteina 
UBE4A sia umana che murina, e rappresentata come segue: Ile-Ser-Ser-Asn- 
Pro-Phe-Ala-Ala-Leu-Phe-Gly-Ser-Leu-Ala-Asp-Ala-Lys-Gln. 

4. Anticorpo secondo la rivendicazione 3 ? caratterizzato dal fatto di essere 
coniugato con una proteina carrier come Palbumina di siero bovina (BSA), 

5. Metodo immunoistochimico per determinare l'antigene proteina 
UBE4A/Ufd2b comprendente Pimpiego del? anticorpo secondo una o piu delle 
rivendicazioni 1-4. 

6. Metodo diagnostico e prognostico per determinare la presenza di alterazioni 
molecolari nella regione llq23 caratterizzato dal fatto di comprendere una fase 
nella quale P anticorpo secondo una o piu delle rivendicazioni 1-4 reagisce 
selettivamente con l'antigene proteina UBE4A/Ufd2b. 

7. Metodo secondo la rivendicazione 6 5 caratterizzato dal fatto che dette 
alterazioni molecolari sono provocate da forme tumorali: Neuroblastoma, 
Leucemia Acuta Linfoide e Leucemia Acuta Mieloide. 

8. Metodo per evidenziare una disregolazione delPespressione di UBE4A/Ufd2b 
in campioni di tessuti umani neoplastici e affetti da eventi nein-odegenerativi 
ti-amite immunoistochimica. 

9. Kit diagnostico e prognostico come marcatore delle alterazioni della regione 
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llq23 caratterizzato dal fatto di comprendere l'anticorpo secondo una o piu 
delle rivendicazioni precedent! 

pi. della UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI ROMA "TOR VERGATA" e 
ISTITUTI FISIOTERAPICI OSPITALIERI 
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